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Аннотация

С помощью кругового дихроизма показано изменение вторичной структуры сум-
марной и транспортной РНК под действием Mg2+, что сочеталось с изменением актив-
ности эндонуклеазы по отношению к этим полинуклеотидам. Установлен универсаль-
ный механизм регуляции активности эндонуклеазы под действием Mg2+, согласно ко-
торому Mg2+, образуя комплексы с фосфатными группами полинуклеотида, вызывает
изменение конформации субстрата, на что фермент отвечает изменением активности.

Кинетический анализ выявил идентичность значений константы Михаэлиса – Мен-
тен Km гидролиза высокомолекулярной ДНК, суммарной и транспортной РНК как в
присутствии Mg2+, так и в его отсутствие, из чего следует, что ни конформация суб-
страта, ни величина заряда сахаро-фосфатного остова полинуклеотидов не влияют на
прочность связывания фермента с субстратом. Напротив, наличие в среде Mg2+ отра-
жалось на скорости продуктивного распада фермент-субстратного комплекса, а также
проявлении специфичности в отношении исследованных субстратов. Гидролиз высо-
комолекулярной ДНК, суммарной и транспортной РНК при соотношении
Mg2+ : фосфатНК 40 : 1 характеризовался близкими значениями каталитической кон-
станты Kcat. В отсутствие Mg2+ Kcat гидролиза тРНК была меньше Kcat гидролиза
суммарной РНК, высокомолекулярной ДНК, а также тРНК в присутствии Mg2+, соот-
ветственно почти в 20, 100 и 1000 раз. Таким образом, впервые установлена субстрат-
ная специфичность эндонуклеазы и показано участие Mg2+ в этом процессе.
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Введение

Внеклеточная нуклеаза бактерий Serratia marcescens (далее используется
сокращение Sma nuc – эндонуклеаза бактерий S. marcescens) является одним из
наиболее изученных ферментов в ряду бактериальных нуклеаз.

Определены многие физико-химические и биохимические свойства нук-
леазы, установлены структура и механизм действия [1–14]. При этом механиз-
мы регуляции активности эндонуклеазы не изучены, хотя известно, каким об-
разом Mg2+ активирует эндонуклеазу при гидролизе ДНК [6]. В частности, ус-
тановлено, что катионы магния, образуя комплексы с фосфатными группами
ДНК, вызывают изменение конформации полинуклеотида, на что эндонуклеаза
отвечает изменением ферментативной активности. Такая последовательность
действий представляет основные этапы механизма регуляции ДНКазной ак-
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тивности катионами магния. Поскольку известно, что Mg2+ способен также свя-
зываться с РНК и изменять ее конформацию [15, 16], а эндонуклеаза не прояв-
ляет специфичности к углеводному остатку субстратов [8–10], можно было
предположить следующее. Во-первых, регуляция РНКазной активности Mg2+

протекает так же, как регуляция ДНКазной активности. Во-вторых, механизм
регуляции Mg2+ является универсальным в отношении любого из субстратов.
При этом известно, что эндонуклеаза проявляет чувствительность к вторичной
структуре субстрата [6].

Так как ДНК и РНК различаются вторичной структурой, высказанное пред-
положение могло быть ошибочным. Отсутствие ясности в данном вопросе по-
служило предпосылкой к исследованию механизма регуляции активности эндо-
нуклеазы катионами магния, что стало целью настоящей работы. Для достиже-
ния цели определяли изменение конформации субстратов: высокополимерной
ДНК, суммарной и транспортной РНК – и нуклеазной активности под действием
Mg2+, кинетические параметры гидролиза субстратов в отсутствие и в присут-
ствии катионов Mg, а также оптимальное соотношение Mg2+ : фосфат РНК, ранее
никем не установленное и необходимое для решения перечисленных задач.

Материалы и методы

В работе использовали препараты высокополимерной ДНК (“Sigma”,
США), суммарной РНК (“US Biochemical Corporation”, США), тРНК из дрож-
жей (“ICN”, США). Нуклеаза S. marcescens была представлена изоформой Sm2,
выделенной и охарактеризованной ранее [3, 17].

Определение нуклеазной активности методом кислоторастворимых фрак-
ций проводили при поиске оптимального содержания Mg2+. Реакционная смесь
включала 1.31 нМ эндонуклеазу, 0.01% РНК, 50 мМ Трис-НCl буфер, рН 8.5, и
MgSO4, концентрация которого указана в подписи к рисункам. Инкубацию
проводили при температуре 37 °С. Время инкубации подбирали так, чтобы в
кислоторастворимые продукты превращалось менее 75% субстрата. Реакцию
прекращали добавлением охлажденной 4%-ной HClO4. Осадок удаляли цен-
трифугированием и определяли А260 надосадочной жидкости. За единицу ак-
тивности принимали такое количество фермента, которое вызывало увеличение
А260 в 1 мл раствора на 1 опт. ед. за 1 ч инкубации при 37 °С. Активность в от-
сутствие магния принимали за 100%.

При проведении кинетического анализа гидролиза субстратов нуклеаз-
ную активность определяли по гиперхромному эффекту, используя двухлуче-
вой спектрофотометр λ-35 (“Perkin Elmer”, США), оснащенный термостати-
руемой ячейкой и компьютерным интерфейсом с соответствующими програм-
мами. Реакционная смесь, объемом 500 мкл, содержала 0.03, 0.06 или 0.18 мМ
ДНК или РНК, 50 мМ Трис-НCl буфер, рН 8.5, и MgSO4 в соответствующей
концентрации. Гидролиз субстрата инициировали добавлением к реакционной
смеси 5 мкл 17.9 мкМ раствора нуклеазы, после чего регистрировали изменение
поглощения смеси в кювете с длиной оптического пути 2 мм при 260 нм в те-
чение 10 мин. Константу Михаэлиса – Ментен Km и каталитическую константу
Kcat определяли стандартным методом в координатах Лайнуивера – Берка.
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Круговой дихроизм (КД) проводили при комнатной температуре на при-
боре Jasco-J 500 A (“Japan Spectroscopic Co.”, LTD, Япония). Определяли спек-
тры 0.05%-ных растворов ДНК, суммарной и тРНК в 50 мМ Трис-HCl буфере,
рН 8.5, в отсутствие и в присутствии Mg2+, концентрация которого дана в под-
писях к рисункам.

Концентрацию ДНК или РНК в усредненных нуклеотидах рассчитывали,
исходя из молярного коэффициента поглощения нуклеотидного звена при 260 нм,
равного 6500–7500 М–1·см–1 (рН 12) [6].

Статистическую обработку результатов проводили с использованием об-
щепринятых математических средств для доверительного интервала 95%.

Результаты и обсуждение

Результаты определения оптимального содержания Mg2+ для проявления
РНКазной активности представлены на рис. 1. Как видно из рисунка, добавле-
ние Mg2+ до концентрации 0.58 мМ, что соответствовало соотношению
Mg2+  : фосфатРНК, равному 2 : 1, вызывало увеличение РНКазной активности
почти в 3.5 раза. Дальнейшее увеличение содержания Mg2+ в 5 раз вызывало
дополнительное возрастание активности почти в 1,3 раза, после чего, несмотря
на последующее увеличение содержания Mg2+ в 2 и 4 раза, рост активности
прекращался. Наблюдаемое небольшое изменение активности было недосто-
верным и находилось в пределах ошибки опыта.

Таким образом, оптимальным для РНКазной активности эндонуклеазы бы-
ло содержание Mg2+ 2.9–11.6 мМ, что отличалось от ранее опубликованных
значений [8,10] и в то же время совпадало с результатами определения опти-
мального содержания Mg2+ для проявления ДНКазной активности [6]. Содер-
жание Mg2+ 2.9–11.6 мМ соответствовало соотношению Mg2+ : фосфатРНК
10–40 : 1, что совпадало с оптимальным для активности изоформ Sm1 и Sm2
соотношением концентраций Mg2+ : фосфатДНК, установленным ранее [6].

Аналогично с РНКазной активностью происходило изменение спектров КД
РНК под действием Mg2+, регистрируемых для подтверждения изменения кон-
формации полинуклеотида в результате связывания Mg2+. Спектры представ-
лены на рис. 2, из которого видно, что и в отсутствие, и в присутствии Mg2+

РНК находится в А-конформации. В частности, в отсутствие Mg2+ в спектре КД
наблюдалось наличие интенсивной положительной полосы с центром при 265 нм
и небольшой отрицательной полосы в области 248–227 нм.

По мере добавления Mg2+ интенсивность полосы при 265 нм возрастала.
Так, в присутствии 0.83 мМ Mg2+ (линия 2), что соответствовало соотношению
Mg2+ : фосфатРНК 0.58 : 1, дихроичное поглощение возрастало почти в 1.1. Де-
сятикратное увеличение содержания Mg2+ (линия 3), вызывало дополнитель-
ный рост дихроичного поглощения примерно в 1,04 раза. При увеличении со-
держания Mg2+ до 24.9 мМ (линия 5), что соответствовало соотношению
Mg2+ : фосфатРНК 17.1 : 1, дихроичное поглощение возрастало еще в 1.01 раза, и
затем рост прекращался, несмотря на увеличение содержания Mg2+. Такие из-
менения в спектре КД в совокупности со смещением полосы на 2 нм в корот-
коволновую область служили доказательством изменения вторичной структу-
ры РНК за счет взаимодействия с катионами магния [18].
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Рис. 1. РНКазная активность эндонуклеазы в присутствии 0, 0.58, 2.9, 5.8, 11.6 мМ
MgSO4. Здесь и далее дано среднее значение ± стандартная ошибка

Рис. 2. Спектры кругового дихроизма РНК в отсутствие (1) и в присутствии 0.83 (2), 8.3
(3), 16.6 (4), 24.9 (5), 33.2 (6) мМ Mg2+

Табл. 1
Изменение разностного дихроичного поглощения положительной полосы в спектре КД
РНК (1) и РНКазной активности эндонуклеазы (2) при различном содержании в среде
Mg2+

1 2
Mg2+, мМ Mg2+ : фосфатрнк Δε265, % Mg2+, мМ Mg2+ : фосфатрнк Активность,

%
0 0 100 0 0 100

0.83 0.58 : 1 106.1 0.58 2 :1 366.3 ± 21.5
8.3 5.8 110.2 2.9 10 : 1 462.9 ± 8.4

16.6 11.6 110.2 5.8 20 : 1 482.4 ± 22.4
24.9 17.1 111.2 11.6 40 : 1 489.9 ± 25.6
33.2 23.2 111.2
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Рис. 3. Спектры кругового дихроизма тРНК в отсутствие (1) и в присутствии 7.8 (2),
23.3 (3), 38.3 (4), 45.6 (5) мМ Mg2+

Изменение вторичной структуры РНК под действием Mg2+ коррелировало с
изменением РНКазной активности эндонуклеазы (табл. 1), что подтверждало
наше предположение об идентичности механизмов регуляции РНКазной и
ДНКазной активностей катионами магния.

Спектры КД тРНК представлены на рис. 3. Несмотря на различия суммар-
ной РНК и тРНК по степени спирализации и полимерности молекул, спектры
КД этих препаратов имели много общего. Так, наличие интенсивной положи-
тельной полосы разностного дихроичного поглощения при 263 нм и небольшой
отрицательной полосы в области 225–240 нм свидетельствовало о А-конформа-
ции тРНК [19] независимо от наличия Mg2+. Добавление Mg2+ к раствору РНК
до соотношения Mg2+ : фосфатРНК 4 : 1 (линия 2) вызывало увеличение разност-
ного дихроичного поглощения положительной полосы в 1.1 раза. Однако даль-
нейшее возрастание содержания Mg2+ в 3–6 раз (линии 3–5) вызывало бессис-
темное изменение разностного дихроичного поглощения при 263 нм в 1.006–
1.03 раза, что, по-видимому, обусловлено ошибкой измерения. Полученные ре-
зультаты служили дополнительным подтверждением идентичности механиз-
мов регуляции РНКазной и ДНКазной активностей катионами магния, показы-
вали, что ни степень полимерности, ни степень спирализации субстрата не ока-
зывали существенного влияния на исследуемый механизм, и свидетельствовали
об универсальности механизма регуляции активности эндонуклеазы катионами
магния по отношению к любому субстрату.
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Рис. 4. Спектры кругового дихроизма ДНК в отсутствие (1) и в присутствии 0.7 (2),
15.6 (3), 23.3 (4), 45.6 (5) мМ Mg2+

Универсальность механизма регуляции активности эндонуклеазы катиона-
ми магния привела к предположению идентичности кинетики гидролиза ДНК,
суммарной и транспортной РНК. Для подтверждения этого предположения оп-
ределяли кинетические параметры гидролиза в присутствии 40-кратного из-
бытка Mg2+. Кроме того, для выяснения роли Mg2+ в интимном механизме
взаимодействия фермента с субстратом провели сравнительный анализ кинети-
ческих параметров гидролиза ДНК, суммарной и транспортной РНК в отсутст-
вие и в присутствии Mg2+. Предварительно для подтверждения конформацион-
ных изменений ДНК под действием Mg2+ определили спектры КД в отсутствие
и в присутствии 40-кратного избытка Mg2+.

Как видно из рис. 4, и в отсутствие, и в присутствии Mg2+ ДНК находится в
В-конформации. В частности, в отсутствие Mg2+ в спектре КД наблюдалось
наличие интенсивной положительной полосы с центром при 275 нм и не менее
интенсивной отрицательной полосы в области 223–257 нм.

По мере добавления Mg2+ интенсивность положительной полосы уменьша-
лась. При соотношении Mg2+ : фосфатДНК 8 : 1 дихроичное поглощение умень-
шалось примерно в 1.1 (линия 3). Дальнейший рост содержания Mg2+ не вызы-
вал существенных изменений в спектре КД ДНК.



Ю.Д. РОМАНОВА и др.182

Табл. 2
Кинетические параметры гидролиза РНК, ДНК и тРНК в присутствии (1) и в отсутст-
вие (2) Mg2+

1 2
Субстрат Km, мг/мл Kcat, с–1/1 мМ

Sma nuc
Km, мг/мл Kcat, с–1/1 мМ

Sma nuc
РНК 0.032 86.2 0.038 1.4
ДНК 0.027 143.6 0.043 6.7
тРНК 0.035 126.7 0.048 0.07

Полученные данные согласуются с результатами, представленными в лите-
ратуре. Ранее было показано изменение вторичной структуры ДНК при добав-
лении ионов магния, о чем свидетельствовало уменьшение дихроичного по-
глощения полосы с центром более 260 нм [6, 19, 20]. При этом конформация
ДНК оставалась в пределах В-формы, хотя происходили изменения угла пово-
рота между соседними основаниями и расстояния пар оснований от оси спирали.

Результаты кинетического анализа гидролиза высокополимерной ДНК,
суммарной и транспортной РНК представлены в табл. 2. Как видно из таблицы,
Km, характеризующая сродство фермента к субстрату, имела близкие значения
при гидролизе ДНК, суммарной и транспортной РНК, а также не зависела от
присутствия в среде Mg2+. Установленный факт привел к следующим заключе-
ниям. Во-первых, для образования комплекса эндонуклеазы с субстратом при-
сутствие Mg2+ не является необходимым условием. Во-вторых, конформация,
полимерность и степень спирализации субстрата не оказывают существенного
влияния на образование комплекса эндонуклеазы с субстратом. В-третьих, тип
углеводного остатка в составе нуклеотидного звена не имеет принципиального
значения для образования комплекса эндонуклеазы с субстратом.

Из табл. 2 также видно, что отсутствие в среде Mg2+ существенно снижало
скорость диссоциации фермент-субстратного комплекса с образованием про-
дукта. Причем уменьшение скорости продуктивного распада фермент-субст-
ратного комплекса зависело от типа гидролизуемого субстрата и было наи-
большим (в 1810 раз) в случае тРНК и наименьшим (в 21 раз) в случае ДНК.
Известно, что от двух других субстратов ДНК отличается и вторичной струк-
турой, и степенью полимерности. По степени полимерности, хотя ДНК и пре-
восходит два других препарата, однако ближе к суммарной, чем к транспорт-
ной РНК. По степени спирализации ДНК, напротив, ближе к тРНК, чем к сум-
марной РНК. Таким образом, при исследовании роли Mg2+ в интимном меха-
низме взаимодействия фермента с субстратом дополнительно было установлено
следующее: 1) хотя в отсутствие Mg2+ диссоциация фермент-субстратного ком-
плекса с образованием продукта и происходила, однако скорость протекания
данного этапа ферментативного процесса была намного меньше, чем в присут-
ствии Mg2+; 2) в отсутствие Mg2+ эндонуклеаза проявляла субстратную специ-
фичность, демонстрируя предпочтение к гидролизу субстрата в В-конформации
(от двух других субстратов он также отличался полимерностью полинуклеотид-
ной цепочки); 3) для продуктивной диссоциации фермент субстратного комплек-
са степень спирализации субстрата, очевидно, не имела большого значения.
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Summary

J.D. Romanova, V.P. Gubskaya, I.A. Nuretdinov, A.A. Susarova, M.N. Filimonova.
About Mechanism of Regulation of Serratia marcescens Endonuclease’s Activity with Mag-
nesium Cations.

Circular dichroism demonstrated variation in the secondary structure of RNA and tRNA
upon action of Mg2+ that correlated with changes of the nuclease activity towards the polynu-
cleotides. The mechanism of the endonuclease’s activity regulation upon action of Mg2+ was
found and concluded to be universal. In accordance with the mechanism Mg2+ cations binding
phosphates of the polynucleotides induce changes in conformation of the substrate that is re-
sponded by changes of the enzyme activity.

Kinetic analysis revealed the identity of Km values for hydrolysis of highly polymerized
DNA, RNA and tRNA in the presence or in the absence of Mg2+ that displayed neither the
substrate conformation nor the charge of sugar-phosphate backbone influenced on the
strength of enzyme binding the substrate. Controversially Mg2+ influenced on the rate of pro-
ductive dissociation of the enzyme-substrate complex as well as the enzyme specificity to-
wards the substrates. At Mg2+ : phosphate ratio 40 : 1 kcat values characterizing hydrolysis of
DNA, RNA and tRNA was found to be similar. In the absence of Mg2+ kcat value character-
izing hydrolysis of tRNA was respectively 20, 100 or 1000 fold less than the values charac-
terizing hydrolysis of RNA and DNA in the absence of Mg2+, or tRNA in the presence of
Mg2+.

Thus the substrate specificity of the nuclease and a role of Mg2+ in that was demonstrated
on the first time.

Key words: Serratia marcescens endonuclease, circular dichroism, magnesium cations,
hydrolysis mechanism, Michaelis constant, catalytic constant.
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